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E l anhídrido sulfuroso (SO2) comenzó a utilizarse como conservante hace apro-ximadamente unos 250 años, a finales del siglo XVIII. Hoy en día se usa am-
pliamente en el sector alimentario, especialmen-
te en aquellos productos con bajos valores de 
pH, tales como zumos de frutas y bebidas fer-
mentadas. Tradicionalmente, en el sector viníco-
la el sulfuroso se ha utilizado para controlar el 
desarrollo de microorganismos no deseados, así 
como para inhibir la oxidación enzimática me-
diante la acción de la polifenol–oxidasa (PPO). 
De este modo se controla el proceso oxidativo 
del vino, así como la aparición de fermentacio-
nes alternativas (Aleixandre y Alvarez, 2003).
No todo el anhídrido sulfuroso (o cualquiera 
de sus formas) presente en el vino procede por 
vía externa, ya que durante la fermentación al-
cohólica se forma como subproducto por la vía 
de reducción del sulfato. Las distintas cepas de 
levaduras se pueden clasificar en función de la 
cantidad de anhídrido sulfuroso que producen 
durante su metabolismo. El origen de la dispa-
ridad de producción de anhídrido sulfuroso de 
cada cepa de levadura es incierto, afirmando al-
gunos autores que podría deberse a alteracio-
nes o mutaciones de la enzima sulfito reductasa 
(Werner et al., 2009). La producción de sulfuro-
so por las levaduras es un aspecto importante 
para los productores de levaduras secas activas, 
siendo la gran mayoría de las levaduras del mer-
cado productoras de SO2 en cantidades inferio-
res a 20 mg/L.
RESUMEN
En el presente trabajo se estudió la producción 
de sulfitos de diferentes cepas de levaduras 
comerciales durante la fermentación de vinos 
blancos, rosados y tintos. Para ello se realizó una 
experiencia con vinos blancos de la variedad 
‘Tardana’, y dos con vinos rosados y tintos de la 
variedad ‘Tempranillo’. Se determinó el grado 
alcohólico, la acidez total, acidez volátil, pH, sul-
furoso total, azúcares residuales, ácido málico, 
ácido láctico, ácido cítrico, y glicerol de los vinos, 
además de la intensidad colorante, el tono, la 
concentración de antocianos, y el índice de 
polifenoles totales en los vinos tintos. Los resul-
tados obtenidos pusieron de manifiesto que la 
producción de sulfitos no superó valores medios 
de 1 mg/L, y que los valores de los parámetros 
analizados se encontraban dentro del rango de 
valores de los vinos de calidad. La fermentación 
se realizó con dos tipos de cepas de levaduras 
diferentes, observándose que la reinoculación a 
los 3 días del arranque de la fermentación daba 
origen al mínimo contenido de sulfitos.
Palabras clave: Sulfitos, levaduras comerciales, 
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ABSTRACT
The production of sulphites during the 
fermentation of ‘Tardana’ white wines, and 
‘Tempranillo’ rosé and red wines in the D.O. 
Utiel–Requena. In the present work, the pro-
duction of sulphites from different commercial 
yeast strains during the fermentation of white, 
rosé and red wines was studied. For this, an 
experience was carried out with white wines of 
the ‘Tardana’ variety, and two with rosé and red 
wines of the ‘Tempranillo’ variety. The alcoholic 
degree, total acidity, volatile acidity, pH, total 
sulphurous, residual sugars, malic acid, lactic 
acid, citric acid, and glycerol of the wines were 
determined, in addition to the colour intensity, 
the tone, the concentration of anthocyanins, 
and the total polyphenol index in red wines. 
The results obtained showed that the produc-
tion of sulphites did not exceed average values  
of 1 mg/L, and that the values  of the analysed 
parameters were within the range of values  of 
quality wines. The fermentation was carried 
out with two different types of yeast strains, 
observing that the re–inoculation 3 days after 
the start of the fermentation gave rise to the 
minimum content of sulphites.
Key words: Sulphites, commercial yeasts, re–
inoculation, white, rosé and red wines.
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El anhídrido sulfuroso está presente en el vino 
en varias formas, debido al complejo equilibrio 
químico que mantiene con el medio. Puede exis-
tir en estado libre (forma activa) o bien unido o 
combinado a otras moléculas (forma combina-
da), siendo la suma de las dos formas el sulfu-
roso total. Además, pese a que el rango de pH en 
el vino es relativamente pequeño (suele oscilar 
entre valores de 3 y 4), la concentración de las di-
ferentes formas derivadas del sulfuroso depen-
de directamente del pH, afectando a su grado de 
actividad, no siendo fácil calcular la cantidad 
precisa de sulfuroso de cada vino. En la prác-
tica se tiende a utilizar concentraciones están-
dar de sulfuroso para cada tipo de vino, tratan-
do de evitar utilizar cantidades excesivas de SO2, 
dada la aparición de alteraciones organolépticas 
no deseadas, y también porque puede suponer 
un riesgo para la salud, que se puede manifestar 
en forma de reacciones alérgicas diversas (Ribé-
reau–Gayon et al., 2006; Guerrero Hidalgo et 
al., 2015a y 2015b). En este aspecto, la normativa, 
tanto española como europea, estipula que en el 
etiquetado de un vino debe constar la presencia 
de sulfitos si su concentración es superior a 10 
mg/L (MAGRAMA, 2012).
El objetivo principal del presente trabajo fue 
determinar el comportamiento, en lo que a la 
producción de sulfuroso se refiere, de diferentes 
cepas de levaduras durante la fermentación de 
vinos blancos, rosados y tintos. Cuando la fer-
mentación se realizó con dos tipos de cepas de 
levaduras diferentes, el objetivo fue establecer 
el momento óptimo de reinoculación de la se-
gunda cepa para que la producción de sulfitos 
fuese mínima.
Materiales y métodos
La uva se vendimió en cajas de 15 kilos descar-
gándose en la tolva de la despalilladora–estru-
jadora, realizándose un prensado posterior con 
una prensa vertical de membrana en el caso de 
vino blanco o rosado, o la maceración–fermen-
tación en el caso de vino tinto. El tratamiento y 
procesado de la uva siguió vías diferentes según 
se destinara a la elaboración de vino blanco, ro-
sado o tinto, sobre todo en las etapas iniciales de 
maceración y prensado
En blancos, una vez separado el mosto de los 
hollejos y pepitas se depositó en recipientes de 
acero inoxidable de diferentes volúmenes (10, 
30 y 50 L) para realizar el desfangado. Se adicio-
naron las enzimas pectolíticas (poligalacturo-
nasa) de Novoclair Speed (Lamothe Abiet, 2019), 
el tanino gálico al alcohol (Lamothe Abiet, 2019) 
y la proteína de guisante (Green Fine Must, La-
mothe Abiet, 2019) según las dosis especifica-
das por el fabricante para cada caso, siguiendo 
este orden, primero el tanino y después la pro-
teína, para evitar que el tanino hiciera precipi-
tar a la proteína añadida y no a la ya presente 
en el mosto. El mosto se dejó reposar en una cá-
mara frigorífica a –3ºC de temperatura durante 
24–48 horas. Transcurrido este tiempo, se trase-
gó el líquido con una bomba manual a los reci-
pientes de vidrio donde se llevó a cabo la fer-
mentación (matraces de 2 litros o garrafas de 10 
o 20 litros, dependiendo de la experiencia a rea-
lizar). El mosto se dejó a temperatura ambiente 
durante unas horas hasta que alcanzara la tem-
peratura adecuada para inocular las levaduras, 
adicionando previamente el pirosulfato de po-
tasio (K2S2O5, Lamothe Abiet, 2019) si la expe-
riencia lo requiere. 
Las levaduras secas activas comerciales utili-
zadas en las experiencias fueron: Concerto (Klu-
yveromyces thermotolerans), y Prelude (Torulas-
pora delbrueckii) (CHR HANSEN, 2019). También 
Excellence Bio–Nature (Metschnikowia pulche-
rrima), Excellence DS (Saccharomyces cerevi-
siae), Excellence FR (Saccharomyces cerevisiae), 
Excellence FTH (Saccharomyces cerevisiae), Ex-
cellence STR (Saccharomyces cerevisiae), Exce-
llence XR (Saccharomyces cerevisiae), L.A. Ba-
yanus (Saccharomyces cerevisiae bayanus cepa 
C12), L.A. Cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae 
cepa Montrachet 522 Davis), y L.A. PM (Saccha-
romyces cerevisiae) (Lamothe Abiet, 2019).
Para los vinos blancos y rosados, los recipien-
tes con el mosto–vino en fermentación se colo-
caron en una cámara frigorífica a temperatura 
entre 16 y 18ºC. El seguimiento de la fermen-
tación se realizó diariamente mediante medi-
ción del peso en una balanza. Transcurrido un 
tiempo, entre una y dos semanas, se inocularon 
las bacterias lácticas, utilizándose dos tipos 
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de bacterias: Viniflora Cine y Viniflora Oenos 
(CHR Hansen, 2019) ambas de la especie Oeno-
coccus oeni, que difieren entre sí según sean ci-
trato negativas o no, es decir, según produzcan 
la degradación del ácido cítrico durante la fer-
mentación maloláctica o no. Las bacterias ci-
trato negativas se utilizan para vinos blancos 
y rosados, ya que es especialmente interesante 
mantener el ácido cítrico intacto para conser-
var la frescura de los vinos. Para la realización 
de la fermentación maloláctica los recipientes 
se trasladaron a otra sala acondicionada con 
calefactores a 22ºC.
Para la elaboración de vinos tintos, la uva des-
palillada y estrujada se recogió en recipientes 
de acero inoxidable, de 10, 30 y 50 litros de capa-
cidad, para realizar allí la maceración y fermen-
tación en contacto con los hollejos. Los aditivos 
añadidos previos a la fermentación fueron di-
ferentes. En este caso, no se añadieron ni enzi-
mas pectolíticas ni proteínas, únicamente tani-
nos proantocianidínicos (Pro Tanin R, Lamothe 
Abiet, 2019) para evitar, entre otras cosas, la pre-
cipitación de la materia colorante y la oxidación 
del mosto–vino. Al igual que para los vinos blan-
cos y rosados, si la experiencia lo requería se 
añadió también pirosulfito de potasio. La tem-
peratura de fermentación transcurrió entre 20 
y 22ºC, realizándose bazuqueos diarios. El pren-
sado se realizó una semana después del arran-
que de la fermentación. La siembra de las bac-
terias lácticas se llevó a cabo a los 20 días de 
finalizada la fermentación con la misma especie 
(Oenococcus oeni), pero, a diferencia de las utili-
zadas para los vinos blancos y rosados, no fue-
ron citrato negativas, es decir, degradan el áci-
do cítrico para producir diacetilo, un compuesto 
que da al vino untuosidad y volumen en boca, 
al contrario que la frescura y acidez que aporta 
el ácido cítrico. La fermentación maloláctica se 
realizó a la misma temperatura que para los vi-
nos blancos y rosados.
Las determinaciones analíticas realizadas en 
los vinos fueron: grado alcohólico, acidez total, 
acidez volátil, pH, sulfuroso total, azúcares re-
siduales, ácidos cítrico, málico y láctico, y glice-
rol (OIV, 2019), así como la intensidad coloran-
te (OIV, 2019), la concentración de antocianos 
(Blouin, 1992), y el índice de polifenoles totales 
(IPT) (Ribereau–Gayon et al., 1972). 
Las experiencias se realizaron por triplicado, 
para reforzar la validez de los resultados y per-
mitir la reproducibilidad del experimento, y los 
análisis se repitieron dos veces. Así pues, si se 
observaban datos anómalos en una misma serie 
se podían descartar sin restar validez a los otros 
resultados. 
Experiencia 1. Determinación de la influencia 
de la cepa de levadura en la producción de sulfi-
tos durante la fermentación de un vino tinto de 
la variedad ‘Tempranillo‘. 
En esta experiencia, inicialmente se procesó 
la uva en la despalilladora–estrujadora, y se dis-
tribuyó la pasta (hollejos y pepitas) y el mosto 
resultantes en cantidades homogéneas de apro-
ximadamente 20 kg en depósitos de acero inoxi-
dable de 30 L. A cada depósito se añadieron los 
aditivos en las dosis pertinentes, según el pro-
tocolo de elaboración de vinos tintos, esto es, ta-
ninos proantocianidínicos, las levaduras perti-
nentes, y, en el caso de la muestra testigo, una 
dosis estándar de anhídrido sulfuroso de 50 
mg/L, correspondiente a 100 mg/L de pirosulfi-
to de potasio. El diseño de la Experiencia 1 se re-
coge en el Cuadro 1.
En los casos en los que las levaduras inicia-
les fueron no Saccharomyces, esto es, Prelude, 
Concerto y Excellence Bio–Nature, fue necesa-
rio realizar una reinoculación de levaduras Sa-
ccharomyces cerevisiae para poder finalizar la 
fermentación, puesto que el poder fermentati-
vo y la tolerancia al alcohol de estas levaduras 
es relativamente bajo. En el caso de la Excellen-
ce Bio–Nature, la reinoculación se hizo a los 2–3 
días del inicio de la fermentación, puesto que su 
tolerancia al alcohol en el medio es muy baja, 
apenas 2% vol de etanol. En el caso de las otras 
dos levaduras, Prelude y Concerto, se reinoculó 
aproximadamente a los 7 días del arranque de 
la fermentación. Los depósitos se bazuquearon 
diariamente para romper el sombrero de orujos 
y homogeneizar el medio. Asimismo, transcurri-
dos unos 7 días desde el inicio de la fermenta-
ción se prensaron las pastas y se colocó el mos-
to–vino en garrafas de vidrio de 20 L, para que la 
fermentación siguiera su curso sin contacto con 
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los sólidos. Transcurridos 20 días desde el pren-
sado se inocularon las bacterias lácticas, y el tra-
siego final se realizó un mes después de la ino-
culación. 
Experiencia 2. Determinación de la influencia 
de la cepa de levadura en la producción de sulfi-
tos durante la fermentación de un vino rosado 
de la variedad ‘Tempranillo‘.
Para esta experiencia se utilizó mosto de uva 
procedente de la misma partida empleada en 
la Experiencia 1. Se colocó el mosto en distintos 
matraces de vidrio de 2 L, de forma que el dise-
ño de la experiencia quedó según aparece en el 
Cuadro 2.
Experiencia 3. Determinación de la influencia 
de la cepa de levadura y del tiempo de reinocula-
ción en la producción de sulfitos durante la fer-
mentación de un vino blanco de la variedad Tar-
dana.
Al tratarse de una variedad de maduración 
muy tardía (de ahí su nombre) y tiempo de vida 
prolongado (gracias al grosor de su piel), para el 
diseño de esta experiencia se tuvieron en cuenta 
los resultados de las otras dos experiencias que 
se realizaron con uva de maduración temprana.
Por norma general, las levaduras del tipo Sa-
ccharomyces cerevisiae son las que mayor re-
sistencia al etanol presentan, siendo las mayo-
ritarias en las etapas finales de fermentaciones 
espontáneas (Ribéreau–Gayon et al., 2006). Así 
pues, al inocular una levadura no Saccharomyces 
para fermentar un mosto, se debe tener en cuen-
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ta que muy probablemente no tendrá suficiente 
tolerancia al etanol y no será capaz de finalizar 
la fermentación alcohólica, por lo que resulta im-
prescindible reinocular el medio con una levadu-
ra Saccharomyces cerevisiae para garantizar la 
finalización de la fermentación y que no queden 
restos de azúcares residuales en exceso, para evi-
tar problemas durante la conservación. 
Así pues, el diseño de esta experiencia siguió 
un patrón más complejo, puesto que, aunque 
el rango de levaduras utilizadas fue menor, se 
introdujo la variable del tiempo de reinocula-
ción de la segunda levadura. Por un lado, se uti-
lizaron levaduras puras de los tipos Concerto, 
Prelude y Excellence DS, y cultivos mixtos de 
Prelude y Concerto a los que se reinoculó Exce-
Cuadro 3. Diseño de la Experiencia 3.
Muestra Tiempo de reinoculación Levadura comercial utilizada Tipo de levadura
DS–A
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llence DS a los tres días (Pre–DS3 y Con–DS3), 
a los cinco días (Pre–DS5 y Con–DS5), y a los 
siete días (Pre–DS7 y Con–DS7). Por último, se 
estudió la combinación de levaduras Excellen-
te Bio–Nature con Excellence DS, reinoculan-
do la segunda levadura únicamente a los tres 
días del arranque de la fermentación, debido al 
bajo umbral de tolerancia al alcohol de la pri-
mera. La distribución de los ensayos aparece en 
el Cuadro 3.
Resultados y discusión
Todos los datos de los resultados experimen-
tales han sido sometidos a un tratamiento es-
tadístico para determinar su representatividad. 
Así pues, se realizó un análisis de la varianza 
(ANOVA simple) para cada experiencia y cada 
rango de datos, tomando diferentes intervalos 
de confianza, de más a menos amplio, desde un 
95% hasta un 99,9%, esto es, tomando un nivel de 
significación α desde 0,05 hasta 0,001. Para todos 
Figura 1. Evolución de los valores 
de sulfuroso total de los vinos de la 
Experiencia 1.














12,71±0,22 12,90±0,05 12,68±0,34 13,09±0,27 12,66±0,48 12,50±0,14 12,41±0,21 12,59±0,47 12,95±0,29
Acidez Total (g/L 
ac. tartárico)
5,79±0,08 6,26±0,66 5,16±0,20 5,50±0,05 4,74±0,10 4,61±0,15 5,29±0,08 5,26±0,17 5,60±0,39
Acidez volátil (g/L 
ac. acético)
0,68±0,10 0,63±0,11 0,31±0,02 060±0,06 0,46±0,03 0,40±0,03 0,56±0,04 0,33±0,02 0,41±0,01
pH 3,74±0,03 3,71±0,05 3,86±0,04 3,72±0,04 3,79±0,04 3,77±0,04 3,74±0,03 3,86±0,07 3,74±0,09
SO2 Total (mg/L) 3,10±2,40 0,90±0,80 2,00±1,80 1,60±1,90 2,40±1,70 2,30±2,20 1,90±2,10 0,30±0,40 18,80±5,10
Azúcares res. (g/L) 1,45±1,02 3,34±3,92 0,45±0,11 1,02±0,53 0,90±0,14 0,96±0,11 0,53±0,17 0,67±0,11 0,65±0,14
Ácido cítrico (g/L) 0,10±0,02 0,16±0,02 0,21±0,02 0,09±0,02 0,20±0,02 0,19±0,02 0,10±0,02 0,16±0,02 0,19±0,01
Ácido málico (g/L) 0,23±0,05 0,22±0,05 0,61±0,05 0,15±0,06 0,26±0,04 0,29±0,03 0,17±0,04 0,54±0,06 0,94±0,45
Ácido láctico (g/L) 2,15±0,08 2,48±0,19 1,85±0,03 2,12±0,08 1,75±0,02 1,65±0,08 2,12±0,01 2,09±0,05 1,55±0,31
Glicerol (g/L) 9,62±0,91 10,42±0,98 7,71±0,23 9,48±0,40 8,69±0,16 9,67±0,21 8,83±0,42 8,62±0,42 9,30±0,67
Índice de Color 7,70±0,86 8,59±0,31 10,43±0,37 8,23±1,01 9,11±0,90 7,80±1,04 8,32±0,50 10,36±0,32 8,11±0,80
Tonalidad 0,59±0,04 0,55±0,02 0,57±0,01 0,58±0,00 0,60±0,00 0,58±0,01 0,59±0,02 0,56±0,02 0,55±0,04
Antocianos (mg/L) 445,3±16,2 464,1±18,7 456,3±25,5 490,9±11,5 451,2±58,7 434,2±46,8 443,3±2,00 488,2±38,9 505,7±36,7
IPT 43,06±0,58 44,33±0,48 48,91±1,70 46,08±2,73 44,90±4,26 40,26±4,47 43,53±1,99 46,61±3,24 46,36±1,48
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los casos se obtuvo un p–valor menor al nivel de 
significación fijado en cada caso, con lo que se 
determinó que todos los valores experimentales 
son estadísticamente significativos, es decir, que 
no existen diferencias debidas al azar.
Experiencia 1
Los valores medios de los parámetros analiza-
dos en los vinos de esta experiencia vienen ex-
puestos en el Cuadro 4.
Los datos experimentales de las concentracio-
nes de sulfuroso total de la Experiencia 1 se re-
cogen en la Figura 1, donde se observa una gran 
disparidad en los datos de las mismas series, re-
flejado en valores elevados de las desviaciones tí-
picas. Esto es debido al método de determinación 
del anhídrido sulfuroso (método oficial o méto-
do de Paul), ya que se trata de una metodología 
discreta, puesto que la determinación del sulfu-
roso total se realiza por valoración “gota a gota” 
con una base débil. Así pues, dado que una gota 
de solución valorante corresponde aproximada-
mente a unos 0,8 mg/L de SO2, si las concentra-
ciones totales de SO2 en el medio son muy bajas 
(inferiores a 3 mg/L), una diferencia de una o dos 
gotas de solución valorante entre muestras de 
la misma serie dió resultados muy dispares, con 
lo que la desviación típica que se obtuvo estará 
dentro del orden de la media aritmética.
Las diferencias entre la producción de sulfu-
roso de las diferentes levaduras, tanto Saccha-
romyces como no Saccharomyces, son mínimas, 
puesto que las concentraciones de sulfuroso to-
tal son menores de 3 mg/L en todos los casos, ex-
cepto, lógicamente, en el testigo. No obstante, es 
de destacar que para el caso de la levadura comer-
cial Excellence DS (Saccharomyces cerevisiae) la 
concentración de sulfuroso total es prácticamen-
Figura 2. Evolución de los valores 
de las características cromáticas de 
los vinos de la Experiencia 1.
Figura 3. Evolución de los valores 
de antocianos e IPT de los vinos de 
la Experiencia 1.
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te nula. Además, contrastando con los datos re-
cogidos en el Cuadro 1, presenta uno de los valo-
res más bajos de acidez volátil de entre todas las 
muestras; los valores de las concentraciones de 
ácido láctico y glicerol son aceptables, pero, por el 
contrario, presenta una baja acidez total y un pH 
alto, el mayor de todas las muestras. Finalmente, 
para poder reafirmar la elección de esta levadu-
ra se analizaron también las propiedades cromá-
ticas, concentración de antocianos e IPT de las di-
ferentes muestras, cuya evolución de los valores 
obtenidos se recogen en las Figuras 2 y 3.
En ellas se observa que, a excepción de la 
muestra testigo, la levadura Excellence DS pre-
senta valores óptimos tanto de índice de color 
(segunda más alta tras la Excellence XR) como 
de tonalidad (segunda más baja tras la Concer-
to), así como de concentración de antocianos (se-
gunda más alta tras la Excellence FR) e IPT (se-
gunda más alta tras la Excellence XR).
Por tanto, la levadura óptima para este ensayo 
es la Excellence DS (Saccharomyces cerevisiae), 
puesto que la cantidad de sulfuroso generada 
durante la fermentación alcohólica es práctica-
mente nula, además de presentar valores exce-
lentes en los principales parámetros físico–quí-
micos determinados.
Experiencia 2 
Los valores medios de los parámetros analiza-
dos en los vinos de esta experiencia vienen ex-
puestos en el Cuadro 5.
La evolución de los datos experimentales de 
las concentraciones de sulfuroso total de la Ex-
Cuadro 5. Valores medios de los parámetros analizados en los vinos de la Experiencia 2.
Parametros Prelude Concerto Excellence STR Excellence FTH Excellence FR 522 Davis
Grao alcohólico (% vol) 13,03±0,04 13,19±0,09 13,25±0,05 13,18±0,04 13,10±0,03 13,19±0,04
Acidez Total (g/L ac. tartárico) 5,33±0,13 4,69±0,16 4,36±0,05 4,68±0,06 4,95±0,05 4,43±0,11
Acidez volátil (g/L ac. acético) 0,78±0,02 0,63±0,06 0,40±0,01 0,61±0,01 0,51±0,02 0,56±0,03
pH 3,51±0,02 3,51±0,01 3,54±0,02 3,48±0,02 3,49±0,01 3,48±0,02
SO2 Total (mg/L) 13,20±3,81 6,53±1,28 10,13±0,65 8,93±4,09 5,33±1,09 4,27±1,40
Azúcares residuales (g/L) 3,05±0,26 2,15±1,38 0,59±0,11 2,72±0,41 1,75±0,34 3,07±0,44
Ácido cítrico (g/L) 0,35±0,01 0,31±0,01 0,35±0,02 0,33±0,01 0,32±0,01 0,33±0,01
Ácido málico (g/L) 0,00±0,00 0,00±0,00 0,08±0,04 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00
Ácido láctico (g/L) 2,26±0,04 1,97±0,06 1,70±0,02 1,98±0,02 2,26±0,02 1,91±0,07
Glicerol (g/L) 6,27±0,18 6,68±0,08 6,68±0,15 6,04±0,28 7,05±0,11 5,16±0,29
Figura 4. Evolución de los valores 
de sulfuroso total de los vinos de 
la Experiencia 2.
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periencia 2 se recogen en la Figura 4. En ella 
se observa que, para las levaduras no Saccha-
romyces, la Torulaspora delbrueckii (Prelude) 
produce mayor cantidad de sulfitos que la Klu-
yveromyces thermotolerans (Concerto), de for-
ma análoga a la experiencia anterior. Respecto 
a las Saccharomyces cerevisiae, el rango de pro-
ducción de sulfitos varía desde unos 4 mg/L de la 
cepa Montrachet 522 Davis hasta unos 10 mg/L 
de la Excellence STR.
Atendiendo a los datos experimentales del Cua-
dro 5, se observa que en todos los casos (excep-
to en la cepa Excellence STR) las fermentaciones 
han resultado incompletas, puesto que quedan 
azúcares residuales en cantidades superiores a 2 
g/L en la mayoría de casos. Por otra parte, pese a 
que la cepa Montrachet 522 Davis ha sido la que 
menos sulfitos ha producido, en el resto de pará-
metros físico–químicos no destaca precisamente, 
puesto que presenta la segunda acidez total más 
baja, la segunda acidez volátil más alta, la mayor 
cantidad de azúcares residuales (más de 3 g/L) y 
la producción más baja de glicerol.
Así pues, en este caso, a diferencia de la expe-
riencia anterior, la levadura que menor cantidad 
de sulfitos produce no es la más competitiva 
para el resto de parámetros físico–químicos, por 
lo que habría que cuestionarse su interés desde 
el punto de vista práctico y si sería conveniente 
su aplicación en el futuro.
Cuadro 6. Valores medios de los parámetros analizados en los vinos de la Experiencia 3.
Parametros DS Bio–DS Concerto CON–DS3 CON–DS5 CON–DS7 Prelude PRE–DS–3 PRE–DS5 PRE–DS–7
Grado alcohólico 
(% vol)
11,77±0,08 11,70±0,09 11,87±0,02 11,70±0,08 11,74±0,04 11,69±0,03 11,85±0,05 11,78±0,03 11,76±0,06 11,76±0,02
Acidez Total 
(g/L ac. tartárico)
4,44±0,34 4,51±0,13 4,28±0,08 4,45±0,06 4,32±0,05 4,27±0,06 4,56±0,03 4,83±0,05 4,74±0,08 4,69±0,08
Acidez volátil 
(g/L ac. acético)
0,44±0,05 0,51±0,03 0,45±0,02 0,49±0,01 0,48±0,01 0,46±0,02 0,50±0,01 0,54±0,01 0,54±0,01 0,53±0,03
pH 3,58±0,09 3,62±0,03 3,59±0,02 3,61±0,01 3,62±0,02 3,60±0,02 3,59±0,02 3,61±0,01 3,61±0,02 3,63±0,01
SO2 Total (mg/L) 6,00±1,00 8,70±1,10 6,40±0,90 6,00±1,60 10,50±1,20 19,50±0,40 7,10±1,90 4,10±0,30 3,70±0,40 9,90±1,40
Azúcares residuales 
(g/L)
0,43±0,15 0,53±0,17 0,48±0,15 0,59±0,18 0,56±020 0,58±0,08 0,69±0,08 0,58±0,15 0,69±0,19 0,82±0,09
Ácido cítrico (g/L) 0,30±0,02 0,27±0,02 0,28±0,01 0,27±0,03 0,28±0,02 0,27±0,02 0,32±0,01 0,30±0,01 0,30±0,01 0,30±0,01
Ácido málico (g/L) 0,14±0,08 0,18±0,07 0,08±0,04 0,17±0,03 0,15±0,04 0,16±0,04 0,11±0,04 0,18±0,02 0,19±0,05 0,22±0,03
Ácido láctico (g/L) 2,07±0,15 1,98±0,05 2,00±0,03 2,00±0,04 1,96±0,05 1,93±0,03 2,10±0,02 2,17±0,02 2,11±0,02 2,08±0,03
Glicerol (g/L) 4,59±1,14 4,97±0,47 3,72±0,29 4,34±0,12 4,09±0,23 3,73±0,18 4,47±0,14 5,38±0,08 4,85±0,15 4,78±0,15
Figura 5. Evolución de los valores 
de sulfuroso total de los vinos de 
la Experiencia 3.
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Experiencia 3
Los valores medios de los parámetros analiza-
dos en los vinos de esta experiencia vienen ex-
puestos en el Cuadro 6.
Los datos experimentales de las concentracio-
nes de sulfuroso total en los vinos de la Experien-
cia 3 se recogen en la Figura 5. En ella se observa 
que, para las fermentaciones con levaduras puras 
(Excellence DS, Concerto y Prelude), es decir, sin 
reinoculación de una segunda levadura, las can-
tidades de sulfuroso producidas al final de la fer-
mentación son prácticamente constantes en los 
tres casos. Para el caso de la Concerto, se obser-
va una tendencia al alza en la generación de sulfi-
tos por parte de las levaduras cuanto más tiempo 
pasa hasta la reinoculación de la segunda levadu-
ra, mientras que para el caso de la Prelude, con 
cinéticas de fermentación más lentas, la genera-
ción de sulfitos disminuye conforme avanza el 
tiempo de reinoculación, y vuelve a subir para el 
tiempo de reinoculación máximo.
Por norma general, al reinocular el medio con 
una levadura Saccharomyces cerevisiae, más 
competitiva y con mayor poder fermentativo, 
las levaduras iniciales deberían competir con es-
tas por los nutrientes. Para ratificar esta hipóte-
sis y determinar si en esta experiencia la com-
petencia de las levaduras afecta a la cinética de 
fermentación, y, en consecuencia, a la genera-
ción de sulfitos, se representan los datos en las 
Figuras 6, 7, 8 y 9, para cada tipo y combinación 
de levaduras, así como para las fermentaciones 
con una única levadura.
En la Figura 6 de las fermentaciones con una 
sola levadura se observa que la levadura Saccha-
romyces cerevisiae (Excellence DS) presenta un 
metabolismo mucho más rápido que las demás, 
con una rampa de fermentación mucho más 
Figura 6. Evolución de las 
fermentaciones realizadas con una 
sola levadura en la Experiencia 3.
Figura 7. Evolución de las 
fermentaciones de Bio y Bio+DS 
en la Experiencia 3.
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acusada. Por el contrario, la levadura Torulaspo-
ra delbrueckii (Prelude) presenta un metabolis-
mo mucho más lento y suavizado a lo largo de 
toda la fermentación, mientras que la levadura 
Kluyveromyces thermotolerans (Concerto) pre-
senta una fase de latencia más acusada, por lo 
que inicia la fermentación de forma lenta y pro-
gresiva hasta llegar al umbral de las 75 horas (3 
días), tras lo cual su metabolismo se acelera y su-
pera a la Prelude.
La Figura 7 muestra que el comportamiento 
de la Metschnikowia pulcherrima (Excellence 
Bio–Nature) es análogo a la Kluyveromyces ther-
motolerans (Concerto) del caso anterior, es de-
cir, un inicio de fermentación lento y progresivo 
que se ve acelerado bruscamente tras la inocu-
lación, transcurridas unas 72 horas, y posterior 
adaptación al medio de la Saccharomyces cere-
visiae, momento en el que la cinética de fermen-
tación presenta una rampa prácticamente idén-
tica al caso de la fermentación únicamente con 
Saccharomyces cerevisiae.
Por último, en las Figuras 8 y 9 de las fermen-
taciones de Prelude y Concerto no se observan 
comportamientos drásticamente diferentes en 
función del tiempo de reinoculación de la segun-
da levadura Saccharomyces cerevisiae. En todo 
caso, se observa que la cinética de fermentación 
es ligeramente más lenta en la fermentación con 
una única levadura que en las fermentaciones 
con reinoculaciones con Saccharomyces cerevi-
siae, aunque la diferencia es muy pequeña.
De las figuras anteriores puede deducirse que 
las velocidades de fermentación vienen fuerte-
mente influidas por la levadura inoculada ini-
cialmente. Esto puede ser debido a que estas 
primeras levaduras disponen de todos los nu-
trientes del medio, que no estarán disponibles 
Figura 8. Evolución de las 
fermentaciones de Concerto y 
Concerto+DS en la Experiencia 3.
Figura 9. Evolución de las 
fermentaciones de Prelude y 
Prelude+DS de la Experiencia 3.
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para las segundas levaduras hasta que las pri-
meras entren en fase de muerte y sufran la auto-
lisis. Aun así, la concentración de nutrientes en 
este momento será muy inferior a las cantidades 
disponibles inicialmente.
En definitiva, una vez hechas las puntualiza-
ciones cinéticas de las fermentaciones, y si se 
considera que las levaduras pueden recurrir a 
procesos sulfato–reductores como fuente de ob-
tención de energía cuando se agotan los azúca-
res, se podría aseverar que cuando la reinocula-
ción con Saccharomyces cerevisiae se produce 
de forma tardía, estas levaduras proceden a ago-
tar los azúcares del mosto sin haber estado ex-
puestas durante mucho tiempo a la acción bioci-
da del etanol, con lo que serán levaduras mucho 
más activas que podrán recurrir a otras fuentes, 
en este caso a la vía sulfato–reductora, para pro-
ducir energía. Esto explicaría que cuanto más 
tiempo se tarde en reinocular el medio con la se-
gunda levadura, mayores niveles de sulfitos se 
tendrían en los vinos elaborados.
Conclusiones
Se han podido determinar las levaduras co-
merciales óptimas durante la fermentación para 
tres tipos de vinos diferentes, atendiendo a pa-
rámetros de producción de sulfitos y caracterís-
ticas físico–químicas. Para vinos tintos, la leva-
dura Excellence DS (Saccharomyces cerevisiae) 
no genera sulfitos durante la fermentación alco-
hólica, además de presentar valores muy buenos 
en las principales características físico–quími-
cas de los vinos. También se ha puesto en evi-
dencia que en caso de realizar una fermentación 
con dos tipos de levaduras diferentes (inician-
do la fermentación con una no Saccharomyces 
y reinoculando posteriormente con una Sac-
charomyces cerevisiae), el momento óptimo de 
reinoculación, para una producción mínima de 
sulfitos, es a los 3 días desde el arranque de la 
fermentación, pudiendo demorarse hasta los 5 
días en el mejor de los casos. 
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